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Abstract of EP 0352500 (A2) 

Polyclonal immunoglobulin-based intravenous preparation for the therapy and prophylaxis of bacterial 
infections, which contains at least 50% by weight of IgM, based on the total immunoglobulin content, 
and has a low anticomplementary activity, and is stable in aqueous solution and free of viruses. It can 
also consist of a mixture of several monoclonal IgM antibodies or contain such in addition. Preparation 
starts from an immunoglobulin-containing fraction of human, animal or bacterial origin. The fraction is 
treated with an anion exchanger, the latter is eluted with a salt or pH gradient, and the eluate is 
subjected, where appropriate, to a gel filtration. The chromatography is preceded or followed by a 
treatment with beta -propiolactone and PEG 4000 and, where appropriate, heating.; It is additionally 
possible to carry out a treatment with beta -propiolactone and UV light, with detergents or a 
pasteurisation. Proteins, sugars or amino acid mixtures can, where appropriate, be added to the 
preparation. 
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© Intravenos verabreichbares polyklonales Immungiobuiin-Praparat mit hohem IgM-Gehalt und 
Verfahren zu seiner Herstellung. 



© Intravenos verabreichbares polyklonales Immungiobuiin-Praparat zur Therapie und Prophylaxe von bakteriel- 
{^len Infektionen, das mindestens 50 Gew.-% IgM, bezogen auf den Gesamtimmunglobulingehalt, und eine 
^niedrige antikomplementare Aktivitat aufweist sowie in wassriger Losung stabil und frei von Viren ist. Es kann 

auch aus einer Mischung mehrerer monoklonaler IgM-Antikorper bestehen oder solche zusatziich enthalten. Die 
q Herstellung geht aus von einer immunglobulinhaltigen Fraktion menschiichen, tierischen Oder bakteriellen 
If) Ursprungs. Die Fraktion wird mit einem Anionenaustauscher behandelt, dieser mit einem Salz- oder pH- 
^Gradienten eluiert und das Eluat gegebenenfalls einer Gelfiltration unterworfen. Vor Oder nach der Chromatogra- 
Iflphie wird eine Behandlung mit 0-Propiolacton und PEG 4000 und gegebenenfalls ein Erhitzen vorgenommen. 
COAusserdem kann eine Behandlung mit 0-Propiolacton und UV-Licht, mit Detergentien oder eine Pasteurisierung 
Qerfolgen. Gegebenenfalls konnen Proteine, Zucker oder Aminosauregemische dem Praparat zugesetzt werden. 

Q. 
UJ 
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Intravenos verabreichbares polyklonales Immunglobulin-Praparat mit hohem IgM-Gehalt und Verfahren 

zu seiner Hersteifung 



Immunglobuline spielen bei der Infektabwehr beim Menschen eine sehr wichtige Rolle. Die Immunglo- 
buline sind dabei nicht einheitlich, sondern lassen sich in verschiedene Klassen mit verschiedenen 
biochemischen und physioiogischen Eigenschaften aufteilen. Bei der Abwehr gegen virale Erreger sind 
besonders die IgG-Molekule beteiligt, wahrend die IgM-Antikorper vorzugsweise bakterielle Infektionen 
5 bekampfen. 

IgM ist aufgrund seiner pentameren Struktur besonders gut zur Agglutinierung von Bakterien geeignet. 

Ausserdem aktiviert IgM 100 - 400 mal mehr Komplement als IgG und ist bei der Opsonierung von 

Bakterien 1 00 mal wirksamer als das monomere IgG. 

Die Gabe von IgM-haltigen Praparaten sollte deshalb zur Therapie von bakteriellen Infektionen beson- 
io ders geeignet sein. Immunglobulinpraparate werden seit uber 30 Jahren in der Klinik zur Therapie und 

Prophylaxe verschiedenster Krankheiten erfolgreich eingesetzt. Es handelt sich dabei aber uberwiegend urn 

reine IgG-Praparationen, eventuell mit Spuren an IgA und Igm. Waren die ersten Praparate nur intramusku- 

lar vertraglich, so stehen seit uber 20 Jahren auch intravenos applizierbare IgG-Praparate zur Verfugung. 

Die Verfahrensschritte, die zur Senkung der antikomplementaren Aktivitat und damit zur intravenosen 
75 Vertraglichkeit fOhren, sind in der Literatur (7-10) beschrieben. 

Samtliche Verfahren waren bis 1980 nur auf IgG angewendet worden. In EP 13 901 wurde dann 1980 

zum ersten und bisher einzigen Mal ein intravenos vertragliches IgM-Praparat (Pentaglobin (R) ) beschrieben. 

Dieses nach Behandlung mit 0,05 bis 0,15% /3-Propiolacton intravenos vertragliche Immunglobulinpraparat 

enthait neben 10% IgM noch 80% IgG und 10% IgA. 
20 Andere immunglobulinpraparate, wie sie z.B. in den Patenten: SU-PS 836 831 oder DE-PS 2 404 265 

beschrieben werden, sind in ihrem IgM-Anteil mit 20 - 30% hoher angereichert, dafur aber nicht intravenos 

vertraglich. 

Auch immunologisch reine IgM-Praparate, wie von Van der Hofen, Immunochemistry 1973, 10, 107-114, 
beschrieben, eignen sich wegen ihrer hohen antikomplementaren Aktivitat nicht zur intravenosen Anwen- 
25 dung und stehen deshalb bisher nicht fur eine Therapie bakterieller Infektionen zur Verfugung. 

Die einzige Moglichkeit der Applikation von IgM-Praparaten mit einem IgM-Anteil im Bereich von mehr 
20% bestand bisher nur in der intramuskularen Gabe. Abgesehen davon, dass diese Applikation sehr 
schmerzhaft ist, lassen sich auf diese Weise keine grosseren Mengen IgM verabreichen und die Konzentra- 
tion des Igm im Blut lasst sich so nicht nennenswert erhohen. 
30 Das Ziel der Erfindung war die Bereitstellung eines hochgereinigten, zur intravenosen Anwendung 
geeigneten IgM-Konzentrates fur die Therapie und Prophylaxe bakterieller Infektionen. 

Dieses Ziei wird durch ein Immunglobulin-Praparat erreicht, das mindestens 50 Gew.-% IgM, bezogen 
auf den Gesamtimmunglobulingehalt, enthait, eine niedrige antikomplementare Aktivitat aufweist, in wassri- 
ger Losung stabil und frei von Viren ist. Ein solches Praparat kann aus der aus Plasma Oder anderen 
35 Quellenmenschlichen, tierischen Oder bakteriellen Ursprungs gewonnenen IgM-haltigen Fraktion durch 
Behandlung mit einem lonenaustauscher, Eluieren des Austauschers mit einem Salz-oder pH-Gradienten 
und Gelfiltration hergestellt werden, wobei vor oder nach der Chromatographie mit £-propiolacton behandelt 
und mit PEG 4000 gefailt und gegebenenfalls erhitzt wird. Daran anschiiessen konnen sich gegebenenfalls 
an sich bekannte Massnahmen, die auch der Sterilisierung dienen, wie Behandlung mit £-Propiolacton und 
40 UV-Licht oder Behandlung mit Solventien und Detergentien oder Pasteurisieren. 

Eine andere Moglichkeit besteht darin, das Praparat aus einer Mischung mehrerer monoklonaler IgM- 
Antikorper herzustellen oder einen oder mehrere solcher monoklonaler IgM-Antikorper dem nach dem 
vorstehenden Verfahren hergestellten Praparat zuzusetzen. 

Vorzugsweise betragt die Konzentration an IgM mindestens 50%. Das injizierbare Praparat ist eine 
45 Losung, in der das erfindungsgemasse Praparat in einer Konzentration von 1 bis 20, vorzugsweise 3-5 
g/100 ml, vorliegt. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dass das nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestellte 
IgM-Praparat mit einem IgM-Anteil von mehr als 50% in seiner antikomplementaren Aktivitat so weit 
gesenkt war, dass es intravenos vertraglich war. Dieses Ergebnis war selbst nach den in EP 13 901 
so dargesteilten Ergebnissen nicht zu erwarten, da es sich dort nur um eine rund 10%ige IgM-Losung handelt, 
die zudem noch durch einen Anteil von 90% IgG und IgA stabilisiert wird. 

Die antibakterielle Wirksamkeit des erfindungsgemassen Praparats wurde in Tierexperimenten im 
Vergleich zu dem 10%igen IgM-Praparat aus EP 13 901 uberpruft. Oberraschenderweise wurde dabei 
gefunden, dass die Wirksamkeit des erfindungsgemassen Praparats hoher war, als dies nach dem IgM- 
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Gehalt zu erwarten war. Voliig unerwartet wurde gefunden, dass sich die antibakterielle Wirksamkeit des 
IgM-Konzentrats dadurch erhohen liess, dass man den Gehalt an IgG und IgA absenkte. Dies bedeutet mit 
anderen Worten, dass gleiche Konzentrationen an IgM dann besonders wirksam sind, wenn moglichst 
wenig IgG und IgA vorhanden sind. 
5 Mit den bisher nach dem Stand der Technik erhaltlichen IgM-Praparaten ist ein solcher Effekt nicht zu 

erzielen, da entweder die intramuskular applizierbare Menge zu gering ist Oder der IgG- und IgA-Anteil zu 
hoch sind. 

Ein erfindungsgemasses Praparat kann auf folgendem Wege hergestellt werden: 

Eine IgM-haltige Fraktion, vorzugsweise die Cohn-Fraktion Hi aus der Cohn'schen Alkoholfraktionierung 

w Oder die bei der chromatographischen Isolierung von IgG aus plasma anfallende IgM-Fraktion, wird mit 1 bis 
5% Oktansaure, vorzugsweise 2,5% Oktansaure, gefallt. Der IgM-haltige Oberstand wird anschliessend auf 
einen Anionenaustauscher, z.B. mit DEAE, QAE oder QMA-Gruppen bei pH 5,5-7,5 aufgetragen. Die IgM- 
Fraktion wird gebunden und anschliessend mit einem Salzgradienten oder einem pH-Gradienten eluiert. 
Nach einem Ankonzentrierungsschritt durch Ultrafiltration wird das IgM-Eluat mit 0,05 bis 5 ml £-Propiolac- 

15 ton pro 100 ml IgM-Losung behandelt. Diese Reaktion wird vorzugsweise bei 20-37 °C und bei pH 7,0 bis 
9,0, vorzugsweise pH 8,0 fur 1 bis 10 Stunden durchgefuhrt, bis das fl-Propiolacton vollstandig verbraucht 
worden ist. Zur weiteren Reduktion der antikomplementaren Aktivitat wird die IgM-Losung mit 1 - 3 % PEG 
4000, vorzugsweise 2,5 % PEG bei 0-10° C, vorzugsweise 5°C, pH 4,5 - 5 versetzt und der entstehende 
Niederschlag abzentrifugiert. 

20 Bei hohen Ausgangswerten fur die antikomplementare Aktivitat kann man die IgM-Losung gegebenen- 
falls zusatzlich fur 0,5 bis 4 Stunden, vorzugsweise 1 Stunde auf 40 - 60° C, vorzugsweise 57° C, erhitzen. 

Nach dieser Behandlung betragt die Reinheit des IgM-Konzentrates uber 50 % IgM bezogen auf das 
Gesamtimmunglobuiin. Zur weiteren Aufreinigung kann die Losung uber ein Gelchromatographiematerial 
mit einer Ausschlussgrenze von uber 500.000 D, z.B. Sephacryl S400HR, S300HR oder Sephorose CL6B 

25 chromatographiert werden. Die Massnahmen zur Senkung der antikomplementaren Aktivitat konnen auch in 
anderer Reihenfolge durchgefuhrt werden. Z.B. kann man auch vor der Anionenaustauschchromatographie 
mit £-Propiolacton behandeln und nach der Ausschlusschromatographie erhitzen oder man erhitzt vor der 
Behandlung mit £-Propiolacton und der PEG-Fallung. 

Die IgM-Fraktion wird gesammelt, in bekannter Weise aufgearbeitet und sterilfiltriert 

30 Die folgenden Beispieie erlautern das erfindungsgemasse Herstellungsverfahren weiter. 



Beispiei 1 

35 1 kg Cohn-Paste 111 wurde in 5 1 0,1 M Acetatpuffer, pH 5, gelost und mit 2,5% Oktansaure bei 25 °C 
versetzt. Nach 4 Stunden wurde der Niederschlag abzentrifugiert und der Oberstand gegen 0,025M 
Trishydroxymethylaminomethan, pH 6,5, diafiltriert. Die Losung wurde dann auf eine 3 I Saule mit QA- 
Trisacryl-LS in gleichem Puffer aufgetragen. Das IgM wurde an den Trager gebunden und anschliessend 
mit 0,3 M NaCI eluiert. Das Eluat wurde auf einen Proteingehalt von 40 g/l ankonzentriert, 1 h auf 57*0 

40 erhitzt und mit 0,15% fl-Propiolacton uber Nacht bei 25 *C und pH 8,0 behandelt. Die Losung wurde 
anschliessend mit 2,5 g pro 100 ml PEG 4000 bei pH 4,5 versetzt, IStunde bei 4*C gerUhrt und 
zentrifugiert. Der Oberstand wurde dann uber eine 20 I Saule mit Sephacryl S400 HR chromatographiert. 
Die 2. Fraktion, die das IgM enthielt, wurde uitrafiltriert und sterilfiltriert. Der IgM-Gehalt betrug 85% bei 5% 
IgG und 9% IgA. Der Gesamtimmunglobulingehalt betrug 99%. 

45 

Beispiei 2 

Ein Pool aus 50 1 Humanplasma wurde bei 4* C aufgetaut und das Kryoprazipitat abgetrennt. Nach der 
so Entfernung der PPSB-Faktoren mit DEAE-Sephadex und des Fibrinogens durch Fallung mit 9% Ethanol bei 
pH 5,3 wurde das Restplasma auf ein lonenmilieu von 22 mM Trishydroxymethylaminomethan/HCI, pH 7,5, 
eingesteilt. Anschliessend wurde uber eine mit gleichem Puffer aquiiitierte 10 ! Saule mit DEAE-Trisacryl-LS 
chromatographiert. Das gebundene IgM wurde mit 0,3 M NaCI, pH 7,0, eluiert. Das Eluat wurde mit 25% 
Ethanol bei -3*0 und pH 7,5 gefallt und der Niederschlag in 0,1 M Acetat- Puffer, pH 5, auf einen 
55 Proteingehalt von 50 g/l gelost. Die Losung wurde mit 2,5% Oktansaure bei 25 °C und pH 5 versetzt und 
der Niederschlag abgetrennt. Der Oberstand wurde mit 0,11% £-Propiolacton fur 5 Stunden bei 25° C und 
pH 7 behandelt und anschliessend mit 2,5 g/100 ml PEG 4000 fur 1 Stunde bei 4°C gefallt und 
zentrifugiert. Anschliessend wurde der Oberstand in 3 Laufen tiber eine 20 I Saule mit Sephacryl S400 
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chromatographiert. Die 2. Fraktion wurde ultrafiltriert und sterilfiltriert. Diese 2. Fraktion enthieit das IgM in 
einer Reinheit von 93% bei 2% IgG und 5% IgA. Der Gesamtimmunglobulinanteil betrug 100%. 



Beispiel 3 

1 kg Paste 111 wurde analog zu Beispiel 1 mit Oktansaure gefallt und der Oberstand gegen 0,025 M 
Trishydroxymethyiaminomethan, pH 7,0 diafiltriert. Die Losung wurde dann auf eine 3 I Saule QMA-Accell 
in gleichem Puffer aufgetragen. 

Das IgM wurde an den Trager gebunden und nach dem Waschen der Saule mit 0,05 M Natriumacetat, pH 
4,5 eluiert. Das Eluat wurde analag zu Beispiel 1 mit PEG 4000 und £-Propiolacton behandelt. Anschlies- 
send wurde der Oberstand uber eine 2 i Saule Sephadex G 25 umgepuffert, ultrafiltriert und sterilfiltriert. 
Der IgM-Gehalt betrug 73 % bei 20 % IgA und 7 % IgG. Der Gesamtimmunglobulin-Gehalt betrug 100 % 

Zusatzlich zu der Behandlung mit £-Propiolacton kann auch eine Behandlung mit /3-Propiolacton und 
UV-Licht Oder mit Detergentien und Solventien, vorzugsweise Tri-n-butylphosphat und TWEEN 80, oder 
eine Pasteurisierung treten. Diese Behandlung kann ebenso wie das Erhitzen auch im Anschluss an die 
Gelfiltration erfolgen. 

Gegebenenfalls konnen dem Praparat auch Proteine, vorzugsweise Humanaibumin, Zucker, vorzugs- 
weise Maltose, oder Aminosauregemische zugesetzt werden. 

Ein nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltes IgM-Konzentrat wurde mit dem als Aus- 
gangsmaterial dienenden Handelsprodukt Pentaglobin, das IgG, IgA und IgM enthalt, sowie mit einer 
ebenfalls aus diesem Ausgangsmaterial hergestellten IgG-Fraktion verglichen. Die Ergebnisse sind nachfoi- 
gend dargestellt. 



1 . Charakterisierung der Vergieichspraparate 

Die Bestimmung der Immunglobuline IgG, IgA und IgM erfolgte mit Antiseren nephelometrisch. Die 
Bestimmung des Gesamtproteingehaltes erfolgte mit der Biuret-Methode. Die Daten der einzelnen Prufpra- 
parate sind in Tabelle 1 zusammengesteilt. 

Tabelle 1 



Daten der Prufpraparate 


Prap.-Nr. 


Praparat 


Prot. 


IgG 


IgA 


IgM 


(g/i) 


(mg/100 ml) 


1 


Pentaglobin (R) 


51,5 


3720 


920 


750 


2 


IgG-Fraktion 


48,9 


3770 


890 


70 


3 


IgM-Konzentrat 


8,1 


40 


70 


750 



2. Tierexperimentelle Prufung 

Die antibakterielle Wirksamkeit des erfindungsgemassen igM-Konzentrates (Prap. Nr. 3) wurde im 
Vergleich zu Pentaglobin (Nr. 1) und einer IgG-Fraktion (Nr. 2) in der Pseudomonas-infizierten Maus 
durchgefuhrt (1). Die Oberlebensraten sind in Tabelle 2 zusammengesteilt. 
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Tabelle 2 



Ergebnisse des Mauseschutz-Tests 


Prap.-Nr. 


Praparat 


geschutzte Mause (%) 21 






Stunden nach Infektion 


1 


Pentaglobin (R) 


47,6 


2 


IgG-Fraktion 


33,3 


3 


IgM-Konzentrat (erfindungsgemass) 


66,7 


4 


unbehandelt 


9,5 



Das erfindungsgemasse IgM-Konzentrat (3) hat demnach bei einem Proteingehalt von 1/5 der Praparate 
75 1 und 2 eine signifikant hohere Schutzwirkung als diese Praparate. 

3. Bestimmung der antikomplementaren Aktivitat (ACA) 

20 Die ACA - als Mass fur die intravenose Vertraglichkeit wurde nach der Methode von Kabat und Mayer 

(2) bestimmt. Die Ergebnisse fur handelsubliche Praparate im Vergjeich zum erfindungsgemassen IgM- 
Konzentrat - jeweils als 5%ige Losungen getestet - sind in Tabelle 3 zusammengestellt. 

Tabelle 3 

25 



ACA von i.v. Immunglobulinpraparaten 


Nr. 


Prufpraparat 


igM 


ACA (ulC 






(%) 


1 :30/mg Prot.) 


1 


lntraglobin (R) 


0 


10 


2 


Pentaglobin (R> 


10 


25 


3 


erfindungsgemasses IgM-Konzentrat 


75 


25 



35 

Der Wert fur das erfindungsgemasse IgM-Konzentrat ist vergleichbar mit dem seit 1985 verfugbaren 
IgM-haltigen Praparat Pentaglobin (R> . 

40 4, Versuche zur Virus-lnaktivierung 

Das erfindungsgemasse IgM-Konzentrat wurde mit Bakteriophagen vom Typ <*> x 174 und mit Sendai- 
Viren versetzt. Sterilisiert wurde mit jS-Propiolacton (3), 0-PLAJV (4), Solvent/Detergent (3) und durch 
Pasteurisation (10 h,60° C) (5). Tabelle 4 gibt die Versuchsergebnisse wieder. 

45 

Tabelle 4 



Virusinaktivierung in IgM-Konzentraten 


Protein- Konz. 


Virus Typ 


Sterilisationsmethoden 


Inaktivierung 


(g/100 ml) 






(logio") 


4 


$ x 174 


0-PL 


>7 


4 


$x 174 


0-PL/UV 


7 


0,5 


Sendai 


Solv/Det. 


>4,5 


5 


$x 174 


past. 


>8,0 



5 
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Die Ergebnisse zeigen eine so hohe Sterilisationseffektivitat der einzelnen Verfahren, dass eine 
Virusubertragung eines nach einem der Verfahren der Tabelle 4 sterilisierten IgM-Konzentrates auszu- 
schliessen ist. 



5. Versuche zur Lagerstabilitat 

Das erfindungsgemasse IgM-Konzentrat wurde als 1,6%ige Losung (1,2 g/100 ml Igm) 4 h auf 57° C 
erhitzt. Es wurde mit der passiven Hamaggiutinationsmethode (PHA) nach Neter (6) auf Antikorper gegen 
folgende Bakterien gepruft: E. coli, Klebsieilen, Streptokokken. Die Aktivitaten vor bzw. nach der Erhitzung 
sind in Tabelle 5 zusammengestellt. 

Tabelle 5 



Reziproke antibakterielle Ak-Titer in IgM-Konzentraten im Vergleich zu 


Pentaglobin (R) 










Anti- 


IgM-Konz. 


Pentaglobin 


IgM-Konz. 


Pentaglobin 




vor Erhitzen 


nach 


Erhitzen 


E. coli 


640 


160 


320 


160 


Klebsieilen 


1280 


640 


640 


320 


Streptokokken 


320 




160 




Strep.virid. 


320 


160 


160 


40 



Das erfindungsgemasse IgM-Konzentrat ist in seinen immunologischen Aktivitaten unter Berucksichti- 
gung der Fehlerbreite der Bestimmungsmethoden (±1 Titerstufe) hitzestabil. Es verhalt sich bezuglich der 
Lagerstabilitat wie das Igm-haltige Handelspraparat Pentaglobin (R) . 
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Anspruche 

1. Intravenos verabreichbares polyklonales Immunglobulin-Praparat zur Therapie und Prophylaxe von 
bakteriellen Infektionen, dadurch gekennzeichnet, dass es 

a) mindestens 50 Gew.-% IgM, bezogen auf den vorhandenen Gesamtimmunglobulingehalt, enthalt, 
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b) eine niedrige antikomplementare Aktivitat aufweist, 

c) in wassriger Losung stabil und 

d) frei von Viren ist. 

2. Immunglobulinpraparat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es aus einer Mischung von 
5 mehreren monoklonalen IgM-Antikorpern besteht. 

3. Immunglobulinpraparat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass es zusatzlich einen 
oder mehrere monoklonale IgM-Antikorper enthalt. 

4. Immunglobulinpraparat nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet dass es 
zusatzlich Proteine, vorzugsweise Humanalbumin, Zucker, vorzugsweise Maltose, oder Aminosauregemi- 

io sche enthalt. 

5. Immunglobulinpraparat nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass es als 
Losung mit einer Proteinkonzentration von 1 bis 20 g/100 ml, vorzugsweise 3 bis 5 g/100 ml, vorliegt. 

6. Verfahren zur Herstellung von Immunglobulinpraparaten nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass man es aus immunglobulinhaltigen Plasmafraktionen menschlichen, tierischen oder 

75 bakteriellen Ursprungs isoliert. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass man die immungiobulinhaltige Fraktion 
mit einem lonenaustauscher behandelt, diesen mit einem Salz- oder pH-Gradienten eluiert, das Eluat einer 
Gelfiltration unterwirft und vor oder nach der Anionenaustauschchromatographie oder der Gelfiltration mit £- 
Propiolacton und mit PEG 4000 behandelt und gegebenenfalls erhitzt 

20 8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass als Anionenaustauscher DEAE-Trisacryl- 
LS, QA-Trisacryl oder QMA-Accell verwendet. 

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass man als Gel fur die Gelfiltration 
Sephacryl S400HR oder S300HR verwendet. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass man das Praparat vor 
25 oder nach der Anionenaustauschchromatographie oder der Gelfiltration mit 0-Propiolacton oder ^-Propiolac- 
ton und UV-Licht und mit 1-3% PEG 4000 bei 0-10° , vorzugsweise 5° C und pH 4,5-5, behandelt. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass man 0,5 bis 5 
Stunden lang bei 40 bis 60* C, vorzugsweise 1 Stunde lang bei 57° C erhitzt. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass man das Praparat mit 
30 Solventien und Detergentien, vorzugsweise Tri-n-butylphosphat und TWEEN 80, vor oder nach der Gelfiltra- 
tion behandelt. 

1 3. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 11, dadurch gekennzeichnet dass man das Praparat vor 
oder nach der Gelfiltration pasteurisiert. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 13, dadurch gekennzeichnet dass man dem Praparat 
35 Proteine, vorzugsweise Humanalbumin, Zucker, vorzugsweise Maltose, oder Aminosauregemische zusetzt. 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten: ES und GR 

1. Verfahren zur Herstellung von intravenos verabreichbaren polyklonalen Immunglobulinpraparaten zur 
Therapie und Prophylaxe von bakteriellen Infektionen mit mindestens 50 Gew.-% Igm, bezogen auf den 

40 vorhandenen Gesamtimmunglobuiingehalt, einer niedrigen antikomplementaren Aktivitat das in wassriger 
Losung stabil und frei von Viren ist, dadurch gekennzeichnet dass man es aus immunglobulinhaltigen 
Plasmafraktionen menschlichen, tierischen oder bakteriellen Ursprungs isoliert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man die immungiobulinhaltige Fraktion 
mit einem lonenaustauscher behandelt, diesen mit einem Salz- oder pH-Gradienten eluiert, das Eluat einer 

45 Gelfiltration unterwirft und vor oder nach der Anionenaustauschchromatographie oder der Gelfiltration mit 8- 
Propiolacton und mit PEG 4000 behandelt und gegebenenfalls erhitzt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet dass als Anionenaustauscher DEAE-Trisacryl- 
LS, QA-Trisacryl oder QMA-Accell verwendet. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet dass man als Gel fur die Gelfiltration 
so Sephacryl S400HR oder S300HR verwendet 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet dass man das Praparat vor 
oder nach der Anionenaustauschchromatographie oder der Gelfiltration mit 0-Propiolacton oder /3-Propiolac- 
ton und UV-Licht und mit 1-3% PEG 4000 bei 0-10* , vorzugsweise 5* C und pH 4,5-5, behandelt 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet dass man 0,5 bis 5 Stunden 
55 lang bei 40 bis 60* C, vorzugsweise 1 Stunde lang bei 57° C erhitzt. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet dass man das Praparat mit 
Solventien und Detergentien, vorzugsweise Tri-n-butylphosphat und TWEEN 80, vor oder nach der Gelfiltra- 
tion behandelt. 
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8. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass man das Praparat vor 
oder nach der Gelfiltration pasteurisiert. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass man dem Praparat 
Proteine, vorzugsweise Humanalbumin, Zucker, vorzugsweise Maltose, Oder Aminosauregemische zusetzt. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass man dem Praparat 
einen oder mehrere monoklonale IgM-Antikorper zusetzt 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass man die Proteinkon- 
zentration auf 1 bis 20 g/100 ml, vorzugsweise auf 3 bis 5 g/100 ml, einstellt. 
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© Intravenos verabreichbares polyklonales Immunglobulin-Praparat mit hohem IgM-Gehalt und 
Verfahren zu seiner Herstellung. 



© Intravenos verabreichbares polyklonales 
Immunglobulin-Praparat zur Therapie und Prophyla- 
^xe von bakteriellen Infektionen, das mindestens 50 
©Gew.-% IgM, bezogen auf den Gesamtimmunglobu- 
Oiingehalt, und eine niedrige antikomplementare Akti- 
^vitat aufweist sowie in wassriger Losung stabil und 
^frei von Viren ist. Es kann auch aus einer Mischung 
JJJmehrerer monoklonaler IgM-Antikorper bestehen 
oder solche zusatzlich enthalten. Die Herstellung 
Ogeht aus von einer immunglobulinhaltigen Fraktion 
(^menschiichen, tierischen oder bakteriellen Ur- 
LU sprungs. Die Fraktion wird mit einem Anionenaustau- 
scher behandelt, dieser mit einem Salz- oder pH- 
Gradienten eiuiert und das Eluat gegebenenfalls ei- 



ner Gelfiltration unterworfen. Vor oder nach der 
Chromatographie wird eine Behandlung mit £-Pro- 
piolacton und PEG 4000 und gegebenenfalls ein 
Erhitzen vorgenommen. Ausserdem kann eine Be- 
handlung mit 0-Propiolacton und UV-Licht, mit De- 
tergentien oder eine Pasteurisierung erfolgen. Gege- 
benenfalls konnen Proteine, Zucker oder Aminosau- 
regemische dem Praparat zugesetzt werden. 
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